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1.Перелік умовних скорочень
ГЛЛ – гостра лімфоцитарна лейкемія 

ГЛ – гостра лейкемія
ГМЛ – гостра мієлобластна лейкемія
КМ – кістковий мозок

MAPK – мітоген-активованапротеїнкіназа, ERK – екстрацелюлярно-регульованакіназа.Цейшляхдопомагаєрегулюватиріст, диференціаціютаадаптаціюклітиндозміннавколишньогосередовища.
МЗХ – мінімальна залишкова хвороба.
PI3K – фосфатидилінозитол-3-кіназа, фермент, який залучений до сигналів, що підтримують ріст і виживання клітин. 

СЛП – синдром лізису пухлини.

AKT (або PKB) – білкова кіназа B, яка діє в цьому ж сигнальному шляху, контролюючи різні процеси, включаючи проліферацію клітин і апоптоз.
JAK/STAT – Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription.
JAK – це кіназа Януса, фермент, який активується при зв'язуванні цитокінів.
MAPK/ERK – Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal-Regulated Kinase.
PI3K/AKT – Phosphoinositide 3-Kinase/ProteinKinaseB.
STAT – цетрансдукторсигналутаактиватортранскрипції.
Цейшляхрегулюєпроцесиросту, імунноївідповідітавиживанняклітин.
Передача сигналу відбувається від клітинної мембрани до ядра.
Вступ
Середвсіхвидівонкологічнихзахворюванькровілейкеміїявляютьсянайбільшпоширеноюформоюзлоякісностіврізнихвіковихгрупах. Складаючи приблизно 11% від усіх злоякісних новоутворень, вони входять у число найчастіших видів раку.

Лейкемії поділяються на дві великі категорії: гострі та хронічні. Цей поділ базується на темпах прогресування захворювання та зрілості клітин, з яких виникає патологія. Хронічні лейкемії характеризуються повільним, тривалим перебігом та розвитком із відносно зрілих клітин. Хронічні лімфоцитарні та мієлоїдні лейкемії можуть залишатися безсимптомними протягом багатьох років і часто виявляються випадково під час рутинних медичних обстежень. Проте, незважаючи на відносно повільний розвиток, хронічні лейкемії можуть трансформуватися у більш агресивні форми.

У той же час гострі лейкемії (гострі лімфобластні та мієлобластні) характеризуються швидким прогресуванням та накопиченням укрові та кістковому мозку незрілих, так званих "бластних" клітин. Ці патологічні клітини втрачають здатність до нормальної диференціації, що призводить до порушення процесу кровотворення. Гострі форми лейкемій мають більш агресивний перебіг, супроводжуються тяжкими клінічними симптомами та високим рівнем смертності без належного лікування.
У цій роботі увага зосереджується на гострих лейкеміях, а саме на гострій лімфобластній лейкемії (ГЛЛ) та гострій мієлобластній лейкемії (ГМЛ). Вивчення цих форм є критично важливим через їх стрімкий розвиток, необхідність швидкої діагностики та специфічного лікування. Сучасні підходи до діагностики гострих лейкемій включають широкий спектр лабораторних методів, що допомагають ідентифікувати тип захворювання, зокрема морфологічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження, що є важливими для встановлення точного діагнозу та прогнозу для пацієнтів.
Актуальність дослідження гострих лейкемій (ГЛ) обумовлена їх високою захворюваністю, особливо серед дітей і дорослих середнього віку, та значною летальністю. Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ) та гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ) складають основну частку випадків цих захворювань, причому ГЛЛ частіше зустрічається у дітей, тоді як ГМЛ є більш поширеною серед дорослих.

Сучасні підходи до лікування, такі як інтенсивна хіміотерапія, трансплантація стовбурових клітин та імунотерапія, значно покращили результати для деяких пацієнтів. Однак, незважаючи на ці досягнення, летальність залишається високою, особливо в тих випадках, коли захворювання прогресує або рецидивує після початкового лікування​

Діагностика гострих лейкемій потребує комплексного підходу, який включає морфологічні, цитохімічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження. Вдосконалення діагностичних методів є необхідним для точного визначення підтипу лейкемії та прогнозування відповіді на лікування, що дозволяє підібрати персоналізовану терапію для кожного пацієнта​

Розуміння патофізіології та генетичних особливостей ГЛ є критично важливим для розробки нових лікувальних стратегій, таких як цілеспрямована терапія. Це може допомогти суттєво збільшити тривалість життя та покращити якість життя пацієнтів.
Мета роботи– дослідження клінічних і лабораторних характеристик гострих лімфоцитарної (ГЛЛ) і мієлобластної лейкемій (ГМЛ), а також оцінка їхнього значення для діагностики і прогнозування. Враховуючи важливість своєчасної та точної діагностики, робота спрямована на вивчення нових методик та їх впливу на результати лікування.

Основні завдання дослідження:
1. Вивчити сучасні підходи до діагностики гострих лейкемій.
Це завдання передбачає аналіз різних методів діагностики, таких як морфологічні дослідження, цитохімічні реакції, імунофенотипування, цитогенетика та молекулярно-генетичні дослідження. Розвиток методів, що включають генетичне секвенування та аналіз мутацій, дозволяє більш точно визначати підтипи лейкемій та їх чутливість до лікування. Дослідження також охоплює вдосконалені методи виявлення мінімальної залишкової хвороби, що критично важливо для оцінки ефективності терапії та попередження рецидивів.
2. Дослідити клінічні та лабораторні прояви ГЛЛ і ГМЛ.
Цей пункт зосереджений на аналізі симптоматики та лабораторних змін, які характерні для обох підтипів лейкемій. Для ГЛЛ типовими є симптоми, такі як загальна слабкість, анемія, збільшені лімфатичні вузли та печінка. Для ГМЛ характерними є висока лейкоцитоз, порушення згортання крові та інфекційні ускладнення через нейтропенію.
3. Провести порівняння діагностичних характеристик ГЛЛ та ГМЛ.
Це завдання включає аналіз відмінностей у морфологічних, імунофенотипічних та молекулярно-генетичних ознаках між ГЛЛ та ГМЛ. Порівняння спрямоване на виявлення ключових діагностичних маркерів для кожної форми лейкемії, які можуть впливати на вибір терапевтичної стратегії та прогнозування результатів лікування.
3. Гострі лейкемії

3. 1 Аналіз сучасних підходів до діагностикигострої лімфоцитарної лейкемії (гляд літератури)
I. Визначення та епідеміологія
Гостра лімфоцитарна лейкемія (ГЛЛ) – злоякісне захворювання кровотворної системи, спричинене неконтрольованою проліферацією незрілих лімфобластів (переважно лімфоцитів В). У результаті нормальні клітини кісткового мозку замінюються лейкемічними бластами,що спричиняє порушення кровотворення, анемію, тромбоцитопенію та нейтропенію.

Це найпоширеніший тип лейкозу у дітей, на який припадає близько 80% гострих лейкозів у цій віковій групі.У дорослих ГМЛ зустрічається рідше і протікає більш агресивно, ніж у дітей.Найвища захворюваність спостерігається у дітей віком 2-5 років,причому захворюваність вища у хлопчиків, ніж у дівчаток.

Захворюваність на ГМЛ у дорослих зростає з віком і досягає піку у віці 60 років і старше.В середньому на ГМЛ припадає приблизно 15% всіх гострих лейкозів у дорослих.

До основних факторів ризику розвитку ГМЛ відносяться генетичні та екологічні фактори.Наприклад, наявність певних генетичних мутацій, таких як транслокація t(9;22)(філадельфійська хромосома), може суттєво впливати на ризик розвитку захворювання і вибір методу лікування.

Синдром Дауна та інші хромосомні аномалії також значно підвищують ймовірність розвитку ГМЛ.
Інші фактори ризику включають:

· Радіаційне опромінення (наприклад, після радіотерапії або ядерних аварій).

· Вплив хімічних речовин, таких як бензол та пестициди.

· Вірусні інфекції (вірус Епштейна-Барра, HTLV-1) можуть сприяти активації лейкемогенезу​.
Епідеміологічні особливості
Загальна захворюваність і поширення за віком
Гостра лімфоцитарна лейкемія (ГЛЛ) – одна з найпоширеніших дитячих лейкемій, на яку припадає приблизно 75-80% дитячих лейкемій.

Пік захворюваності припадає на вік від 2 до 5 років, а потім знижується.
Орієнтовний рівень захворюваності в дитячій популяції становить приблизно
3-4 випадки на 100 000 дітей на рік.

У дорослих ГЛЛ зустрічається рідше, але з віком захворюваність дещо зростає;у людей старше 50 років ГЛЛ зазвичай має більш агресивний перебіг і менш сприятливий прогноз.

Гендерні відмінності
ГМЛ частіше зустрічається у хлопчиків, ніж у дівчаток,у співвідношенні приблизно 1,3:1.Точніпричини цієї гендерної різниці досі досліджуються,але можуть бути задіяні генетичні та гормональні фактори.У дорослих хвороба дещо частіше зустрічається у хлопчиків.

Географічні відмінності та етнічні фактори
Поширеність ГЛЛ залежить від регіону та етнічної приналежності;
захворюваність на ГЛЛ вища в розвинених країнах, особливо в Північній Америці та Європі,ніж в Азії та Африці.
У США та Європі захворюваність становить до 4 випадків на 100 000 дітей,тоді як в Азії та Африці вона значно нижча.Етнічна приналежність також є важливим фактором.
Дослідження показують, що ризик розвитку ГЛЛ вищий у білих дітейі нижчий у дітей азійського та афроамериканського походження.

Фактори ризику і генетичні схильності
Сімейний анамнез ГЛЛ або інших гематологічних злоякісних новоутворень
підвищує ризик захворювання.

Деякі генетичні синдроми, такі як синдром Дауна, синдром Лі-Фраумені
та спадкові захворювання, що викликають імунодефіцит,значно підвищують ризик розвитку ГЛЛ у дітей.

Дослідження показали, що мутації в генах PAX5, IKZF1 і ETV6
підвищують сприйнятливість до ГЛЛ і також впливають на прогноз.

Екологічні фактори ризику
Ряд факторів навколишнього середовища пов'язаний із підвищеним ризиком ГЛЛ,включаючи вплив іонізуючого випромінювання, пестицидів і хімічних речовин, таких як бензол.

Вірусні інфекції також вважаються можливими тригерами,але точний механізм ще не визначений.

Тенденції захворюваності та вплив нових методів лікування
Хоча загальна захворюваність на ГЛЛза останні роки суттєво не змінилася,
впровадження сучасних методів лікування, таких як хіміотерапія,таргетна терапія та імунотерапія, значно покращило показники виживання.

У дітей комплексні підходи до лікування призводять до виживання на рівні 85-90%,тоді як у дорослих цей показник все ще низький через більш складний перебіг захворювання.
II. Патогенез ГЛЛ
Дослідження гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ) є особливо важливими у педіатричній практиці через її високу поширеність і тяжкість; ГЛЛ становить приблизно 75-80% дитячих лейкемій і є однією з найпоширеніших дитячих злоякісних пухлин.Дані показують, що приблизно 3-5 випадків ГЛЛ діагностують на кожні 100 000 дітей у світі, що підкреслює необхідність систематичних досліджень цього захворювання.

Однією з причин важливості досліджень ГЛЛ є те, що захворювання має складну етіологію, яка включає генетичні, екологічні та імунологічні фактори.Механізми, що лежать в основі розвитку ГЛЛ, можуть виявити потенційні мішені для нових терапевтичних підходів.Сучасні методи, такі як секвенування геному та імунофенотипування, відкривають нові горизонти в розумінні клінічної картини та прогресування захворювання.

У пухлинній гематології ГЛЛ є складним для діагностики та лікування захворюванням.Використання інноваційних методів молекулярно-генетичного та імунофенотипування має важливе значення для ідентифікації підтипів захворювання та розробки персоналізованих схем лікування.На сьогоднішній день відомо, що деякі хромосомні аномалії, такі як транслокація t(9;22) (BCR-ABL), мають значний вплив на перебіг захворювання та можливості лікування.

Дослідження ГЛЛ також відіграють важливу роль у розробці таргетних методів лікування та імунотерапії. Наприклад, CAR-T-терапія є значним досягненням у лікуванні рецидивів ГЛЛ і пропонує пацієнтам нові можливості для одужання.Ці підходи не тільки підвищують терапевтичну ефективність, але й знижують ризик побічних ефектів, часто пов'язаних зі звичайною хіміотерапією.

У клінічній практиці, особливо в онкології та гематології, ГЛЛ є швидко прогресуючим захворюванням, яке потребує швидкої та точної діагностики і потребує підвищеної уваги.

Удосконалення методів діагностики, таких як використання полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) для виявлення генетичних мутацій, цитогенетичні дослідження та розробка імунотерапевтичних підходів, відкривають нові горизонти для лікування.Рання діагностика має особливе значення, оскільки безпосередньо впливає на результати лікування.

Тому дослідження ГЛЛ необхідні для подальшого розвитку дитячої пухлинної гематології та покращення клінічних результатів, які безпосередньо впливають на виживання та якість життя пацієнтів.Враховуючи складність та динамічність захворювання, постійне вдосконалення діагностичних та терапевтичних методів лікування ГЛЛ залишається важливим викликом для медичної спільноти.

Гостра лімфоцитарна лейкемія (ГЛЛ) — одне з найагресивніших гематологічних захворювань, що характеризується швидким і неконтрольованим ростом незрілих лімфобластів. Захворювання зустрічається як у дітей, так і у дорослих, але найбільш поширене у дітей, особливо у віці 2-5 років.Епідеміологічні дані показують, що ГЛЛ становить приблизно 75-80% дитячих лейкозів. ГЛЛ є складним патологічним процесом, викликаним поєднанням генетичних, молекулярно-біологічних та імунологічних порушень.

Одним з основних факторів розвитку ГЛЛ є хромосомні порушення, особливо транслокації, що призводять до активації онкогенів та інактивації генів-супресорів. Зокрема, транслокації, що призводять до активації онкогенів або інактивації генів-супресорів. Наприклад, транслокація t(9;22), що призводить до утворення BCR-ABL, характерна для багатьох випадків ГЛЛ і асоціюється з більш агресивною формою захворювання.

Додатково, мутації в певних генах, таких як FLT3, NPM1 та IKZF1, також відіграють важливу роль у патогенезі ГЛЛ. Ці мутації можуть впливати на прогресію захворювання, реагування на лікування та загальний прогноз. Наприклад, мутація FLT3, яка спостерігається у багатьох пацієнтів з ГЛЛ, пов'язана з погіршенням прогнозу та підвищеним ризиком рецидиву.

Порушення сигнальних шляхів, таких як PI3K/AKT і MAPK, є ще одним важливим аспектом у розвитку ГЛЛ. Ці сигнальні каскади регулюють клітинний ріст, виживання та диференціацію, тому їхнє збої можуть призводити до неконтрольованого поділу клітин та апоптозу. Наприклад, активація сигнального шляху PI3K/AKT може бути зумовлена мутаціями або аномальними взаємодіями білків, що веде до стійкості до апоптозу та збільшення виживаності лімфобластів.

Імунні фактори також мають суттєве значення в патогенезі ГЛЛ. Дослідження показали, що порушення в імунному моніторингу, зокрема зменшення активності Т-клітин і NK-клітин, може призводити до зниження здатності організму боротися з аномальними клітинами. Це може бути обумовлено як генетичними, так і екологічними факторами, які впливають на імунну відповідь.

У цьому огляді ми детально розглянемо основні механізми, які сприяють розвитку ГЛЛ, зокрема хромосомні аномалії, мутації генів, порушення сигнальних шляхівта імунні фактори, що дозволить зрозуміти складність цього захворювання та шляхи його лікування.
ІІІ. Клінічні прояви
Клінічні прояви гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ) різноманітні і залежать від стадії захворювання, віку пацієнта, а також від особливостей імунної системи. Основні симптоми можна умовно поділити на загальні, пов’язані з гематологічними порушеннями, та специфічні прояви, які відображають ураження органів і систем.

Загальні клінічні проявивключають у себе:
1. Анемію: внаслідок заміщення нормальних еритроцитів незрілими лімфобластами у кістковому мозку, пацієнти часто відчувають слабкість, втомлюваність, запаморочення та блідість шкіри. Анемія є частим проявом ГЛЛ, що знижує якість життя та витривалість хворих.

2. Тромбоцитопенію: зниження рівня тромбоцитів веде до підвищення ризику кровотеч, що може проявлятися у вигляді синців, носових кровотеч, а також тривалих кровотеч під час порізів або стоматологічних процедур. У важких випадках можуть виникати внутрішні кровотечі.

3. Лейкопенію: зменшеннякількостібілихкров'яних тілецьробитьлюдинубільшсприйнятливоюдо інфекцій.Пацієнти частоуражаютьсяінфекціямизсимптомамиреспіраторнихінфекцій,такимияклихоманка,більугорлітакашель.
Специфічні клінічні проявиможуть проявлятися такими симптомами як:
1. Лімфаденопатія: збільшення лімфатичних вузлів є типовим симптомом ГЛЛ. Лімфатичні вузли можуть бути безболісними і збільшуватися в різних частинах тіла, зокрема на шиї, пахвових і підколінних ділянках.

2. Гепатоспленомегалія: ураження печінки та селезінки призводить до їх збільшення, що може супроводжуватися дискомфортом в абдомінальній ділянці. У деяких випадках спостерігається біль у животі або відчуття переповненості.

3. Клінічні ознаки інфекцій: внаслідок імунодефіциту пацієнти можуть мати множинні інфекції, які важко піддаються лікуванню. Часто зустрічаються пневмонії, уретрит, шкірні інфекції.

4. Аутоімунні прояви: деякі пацієнти можуть мати аутоімунні ускладнення, які викликані неправильною реакцією імунної системи. Це може проявлятися у вигляді шкірних висипів, васкуліту та інших симптомів.
Психологічні аспекти
Пацієнти з ГЛЛ часто відчувають стрес, тривогу та депресію, пов'язані з діагнозом та лікуванням. Оскільки психологічні проблеми можуть впливати на загальний стан здоров'я та якість життя, важливо надавати підтримку на всіх етапах лікування.

Клінічна картина варіює залежно від віку пацієнта, його загального стану та наявності або відсутності супутніх захворювань; ці прояви ГЛЛ є складними та багатогранними. Вони потребують ретельного моніторингу та своєчасного втручання з боку медичних працівників. Своєчасна діагностика та лікування можуть значно покращити прогноз пацієнтів з ГЛЛ.
Особливості клінічної картини у дітей:
Гостра лімфоцитарна лейкемія (ГЛЛ) є однією з найбільш поширених злоякісних хвороб у дітей. Характеризується вона специфічними клінічними проявами, які можуть суттєво відрізнятися від симптомів у дорослих. Ось основні аспекти клінічної картини ГЛЛ у дітей:

1. Швидка прогресія симптомів:
У дітей ГЛЛ часто проявляється дуже швидко, з різким погіршенням загального стану. Батьки можуть помітити такі симптоми, як:

· Слабкість і втома: діти стають млявими, у них знижується активність, і вони можуть швидко втомлюватися навіть під час звичних ігор.

· Блідість шкіри: через анемію шкіра може набувати блідого відтінку.

2. Кровоточивість:
Багато дітей з ГЛЛ відчувають підвищену схильність до кровотеч. Це може проявлятися у вигляді:

· Носових кровотеч, які відбуваються без видимої причини.

· Синців, які можуть з'являтися навіть від легкого травмування.

· Тривалої кровотечі з рани або після щеплення.

3. Інфекції:
Оскільки ГЛЛ супроводжується імуносупресією (зниженням імунітету), діти часто страждають від частих інфекцій, таких як:

· Вірусні інфекції (грип, герпес).

· Бактеріальні інфекції (пневмонії, сепсис).

Вони можуть проявлятися підвищенням температури, кашлем, болем у горлі.
4. Збільшення лімфовузлів:
Діти можуть демонструвати значне збільшення лімфовузлів, особливо:

· У шиї.

· Під пахвами.

· В області паху.

Це може супроводжуватися болем або дискомфортом у цих областях.

5. Болючість у кістках і суглобах:
Внаслідок інфільтрації лімфобластів у кістковий мозок і навколишні тканини, діти часто відчувають:

· Біль у кістках, що може бути особливо помітним під час руху або фізичної активності.

· Суглобовий біль, що призводить до обмеження рухливості.

6. Специфічні неврологічні прояви:
Деякі діти можуть демонструвати неврологічні симптоми, включаючи:

· Головний біль.

· Запаморочення.

· Нудота або блювота, що може бути наслідком підвищеного внутрішньочерепного тиску.

7. Втрата апетиту та втрата ваги:
Діти можуть втрачати апетит, що може призвести до:

· Втрати ваги.

· Аменорейних симптомів (у дівчаток).
8. Психоемоційні зміни:
Можуть проявлятися у вигляді:

· Тривоги, страху або депресії.

· Зниження настрою, що може бути пов'язано як з фізичним станом, так і з психологічними аспектами захворювання.
Розуміння детальної клінічної картини гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ) у дітей має вирішальне значення для своєчасної діагностики та лікування. Своєчасне виявлення симптомів та проактивна діагностика можуть мати значний вплив на результати та якість життя маленьких пацієнтів. Ряд досліджень показав, що рання діагностика ГЛЛ у дітей не тільки покращує прогностичні показники, але й дозволяє застосовувати менш агресивні схеми лікування.
Клінічна маніфестація ГЛЛ в дітей може бути дуже різноманітною і не завжди специфічною, що підкреслює важливість комплексного підходу до обстеження. Симптоми можуть включати не лише загальні ознаки, такі як втома і блідість, але й специфічні прояви, як-от збільшення лімфовузлів і болі в кістках. Ці ознаки часто сприймаються як наслідок інших, менш серйозних захворювань, що може затримати початок лікування.

Важливо також зазначити, що клінічна картина ГЛЛ може відрізнятися залежно від підтипу захворювання. Дослідження показують, що певні молекулярні маркери, що вказують на агресивність хвороби, можуть вплинути на вибір лікувальної стратегії і, відповідно, на результати лікування (Swerdlow et al., 2016; Pui et al., 2017). Таким чином, мультидисциплінарний підхід, що включає педіатрів, онкологів, гематологів та інших спеціалістів, є ключовим для ефективної допомоги маленьким пацієнтам.

Крім того, активне залучення батьків до процесу лікування та одужання дитини, надання інформації про хворобу та можливості лікування позитивно впливає на психологічний стан дитини, що, в свою чергу, сприяє покращенню результатів лікування. Раннє виявлення захворювання та підтримка з боку медичного персоналу і членів сім'ї можуть значно підвищити шанси на одужання і поліпшити якість життя дітей, які живуть з ГЛЛ.
IV. Лабораторна діагностика ГЛЛ: морфологічні, цитохімічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження
Лабораторна діагностика ГЛЛ є важливою складовою для підтвердження діагнозу та визначення подальшої тактики лікування. Основні методи включають:
1. Морфологічні дослідження
a. Аналіз периферичної крові: при дослідженні мазків крові виявляють наявність мієлобластів. Зазвичай спостерігається зменшення кількості еритроцитів і тромбоцитів.

b. Біопсія кісткового мозку: Це основний метод, що дозволяє виявити кількість та тип клітин у кістковому мозку. Мієлобласти складають понад 20% від загальної кількості клітин, що є критерієм для діагностики ГМЛ.
2. Цитохімічні дослідження
a. Визначення специфічних ферментів: наприклад, мієлопероксидаза є позитивною у мієлобластах, що дозволяє відрізнити ГМЛ від гострої лімфобластної лейкемії (ГЛЛ). Інші методи, такі як цитохімічне забарвлення на неспецифічні естерази, також використовуються для характеристики клітин.

b. Клінічне значення: цитохімічні дослідження важливі для диференціальної діагностики та вибору лікування, оскільки різні підтипи ГМЛ можуть відповідати на терапію по-різному​.
3. Імунофенотипування
a. Проточна цитометрія: цей метод використовується для визначення наявності специфічних поверхневих маркерів, таких як CD34, CD33, CD13, які характеризують мієлобласти. Це дозволяє не лише підтвердити діагноз, але й класифікувати підтип ГМЛ (наприклад, М3, М4, М5).

b. Прогностичне значення: результати імунофенотипування можуть впливати на вибір терапії та прогноз захворювання. Наприклад, позитивні результати на CD33 можуть свідчити про потенційний відгук на лікування з використанням міні-антитіл
4. Молекулярно-генетичні дослідження
a. Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР): цей метод дозволяє виявити специфічні генетичні аномалії, такі як BCR-ABL і PML-RARA. Вони є важливими для прогнозування перебігу захворювання та можуть допомогти у моніторингу відповіді на лікування.

b. Флуоресцентна гібридизація in situ (FISH):дозволяє візуалізувати генетичні зміни на хромосомному рівні, що є критично важливим для діагностики і підбору лікування.

c. Прогноз і моніторинг: генетичні аномалії, виявлені за допомогою цих методів, можуть впливати на вибір терапії та прогнози рецидиву​. 
Розглянемо докладніше кожен з цих методів дослідження, щоб зрозуміти, що вони собою являють. Так ви краще зрозумієте важливість лабораторної діагностики гострої лімфобластної анемії.
1. Морфологічні дослідження
Морфологічні дослідження є одним із основних етапів у діагностиці гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ) і надають важливу інформацію про стан клітинного складу крові та кісткового мозку.
Процес виконання проходить у декілька етапів.
1. Забір зразка:

· Пункція кісткового мозку: зазвичай зразки кісткового мозку беруть шляхом аспірації через гребінь тазової кістки (ілеум). Для цього використовують спеціальні голки, які дозволяють отримати рідину з кісткового мозку, що містить клітини, необхідні для подальшого аналізу. В окремих випадках зразки можуть бути взяті з інших ділянок, таких як грудина або кістки плеча.

· Забір периферичної крові: у дітей і пацієнтів з легкими формами ГЛЛ іноді достатньо провести забір зразка периферичної крові.

2. Фарбування включає в себе такі підпункти як:

· Підготовка клітин: після збору зразка, клітини фіксують на предметних скельцях. Це дозволяє зберегти їх морфологію під час подальшого аналізу.

· Фарбування: зразки фарбують за стандартними методами, такими як фарбування Гімза, яке дозволяє візуалізувати клітинну структуру. Інші методи фарбування, такі як фарбування за Романовським або Мейґером, можуть бути використані для детальнішого дослідження. Ці методи допомагають виявити специфічні ознаки, такі як ядерна структура, цитоплазматична грануляція та наявність атипових клітин.

3. Мікроскопічний аналіз:

· Огляд під мікроскопом: після фарбування, препарати досліджуються під світловим мікроскопом. Спеціалісти звертають увагу на форму, розмір і кількість клітин. Основна увага приділяється виявленню незрілих лімфобластів, які є характерними для ГЛЛ. Зазвичай оцінюється відсоток лімфобластів у загальному складі клітин кісткового мозку.

· Класифікація клітин: важливим етапом є класифікація клітин на основі їх морфологічних характеристик. Наприклад, лімфобласти можуть мати великі ядра з відносно маленькою цитоплазмою, що відрізняє їх від нормальних лімфоцитів.

4. Оцінка результатів:

· Попередній діагноз: на основі отриманих даних лікар може поставити попередній діагноз, враховуючи кількість лімфобластів і їх морфологічні ознаки. Якщо в зразку виявлено більше 20% лімфобластів, це зазвичай вказує на наявність лейкемії.

· Аналіз аномалій: окрім виявлення незрілих клітин, лікарі звертають увагу на наявність атипових мієлоїдних або еритроїдних елементів, які можуть свідчити про змішану форму лейкемії або інші патології.
Важливість морфологічних досліджень полягає в тому, що вони необхідні для діагностики ГЛЛ. Це корисно не тільки для діагностики, але й для майбутніх стратегій лікування, оскільки для різних підтипів ГЛЛ можуть знадобитися різні підходи до лікування. 
Таким чином, точність і якість морфологічного аналізу може мати значний вплив на клінічний результат лікування пацієнтів з ГЛЛ.
2.Цитохімічні дослідження
Ці дослідження допомагають виявити специфічні ферменти, які відрізняють ГМЛ від інших видів лейкемії. Наприклад, ГМЛ можна відрізнити від гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ) за негативною реакцією на мієлопероксидазу при морфологічному дослідженні. Інші ферменти, такі як неспецифічні естерази, також можуть бути використані для характеристики лімфобластів. Вони важливі для клінічного прогнозу та вибору відповідного лікування. Наприклад, активність певних ферментів може вказувати на агресивність захворювання або відповідь на лікування.
Процес виконання проходить у такі етапи:
1. Підготовка зразка:

· Фіксація клітин: клітини крові або кісткового мозку фіксують на предметних скельцях, що забезпечує збереження їх морфологічних і цитохімічних характеристик. Для цього зразки часто обробляють фіксативом, таким як метанол або формалін, які стабілізують клітинні структури.

2. Фарбуванняздійснюєтьсязалежно від методу дослідження і специфіки аналізованих клітин. Основні методи цього етапу включають:

· Фарбування на пероксидазу – метод, що використовують для виявлення активності пероксидази в клітинах. Клітини обробляються реактивом Даберга (на основі 3,3'-діамінобензидину), який реагує з пероксидазою, утворюючи кольоровий продукт. Це дозволяє візуалізувати клітини, що містять активні ферменти, які характерні для мієлоїдних ліній.

· Естеразне фарбування – досліджує естеразну активність клітин, що дозволяє визначити їх тип залежно від специфічної активності. Використовується реактив, наприклад, на основі нафтолу, який виявляє активність естераз, що є характерною рисою мієлоїдних клітин.
3. Оцінка результатіввключає в себе:

· Аналіз активності ферментів: після фарбування препарати аналізуються під світловим мікроскопом. Лікарі оцінюють активність ферментів, визначаючи, чи є клітини мієлоїдного або лімфоїдного походження.

· Позитивні результати для пероксидази: вказують на наявність мієлоїдних клітин, які є важливими для діагностики ГЛЛ. Це є критичним для ідентифікації підтипів лейкемії.

· Негативні результати: негативний тест для пероксидази вказує на лімфоїдні клітини, що також є важливим аспектом для подальшої класифікації та лікування.

Цитохімічні тести надають важливу інформацію про типи клітин, які беруть участь у розвитку лейкемії, і допомагають розрізнити різні типи лейкемії. Наприклад, визначення мієлоїдних та лімфоїдних клітин дозволяє лікарям приймати обґрунтовані рішення щодо вибору стратегії лікування. Це особливо важливо в сучасній терапії, де індивідуалізовані методи можуть значно підвищити ефективність лікування і знизити ризик ускладнень.
Загалом, цитохімічні дослідження є важливим інструментом в арсеналі клінічного онколога, оскільки вони забезпечують краще розуміння етіології та біології захворювання, що може покращити результати лікування хворих на ГМЛ.
3.Імунофенотипічні дослідження
Імунофенотипічні дослідження мають вирішальне значення для класифікації та діагностики гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ). Ідентифікація специфічних маркерів, що експресуються на поверхні лімфобластів, може допомогти диференціювати підтипи ГЛЛ та відрізнити лейкемію від інших гематологічних захворювань.
Процес виконання цього методу проводиться у декілька етапів, а саме:

1. Забір зразка:

· Зразки крові або кісткового мозку відбираються в умовах стерильності. Для кісткового мозку процедура може включати пункцію, зазвичай через гребінь тазової кістки. Зразки негайно фіксуються, щоб запобігти змінам у клітинній структурі.

2. Препарація клітин:

· Клітини, отримані з зразків, ізолюються. Це може включати центрифугування та подальшу обробку, щоб виділити мононуклеарні клітини, які містять лімфобласти. Клітини потім розподіляються по 96-луночним платам або фіксуються на предметних скельцях для подальшого аналізу.
3. Додавання антитіл:

· Використовуються специфічні моноклональні антитіла, мічені флуоресцентними барвниками. Це може включати антитіла до специфічних маркерів, таких як CD19 (характерний для В-лімфоцитів), CD10 (признак зрілості), CD34 (позначає стовбурові клітини) та інші. Важливо, що кожен маркер відображає певні характеристики клітин, що допомагає у їх класифікації.

4. Флуоресцентна цитометрія:

· Після інкубації з антитілами зразки аналізують за допомогою флуоресцентного цитометра. Цей пристрій вимірює інтенсивність флуоресценції, що виникає, коли барвники взаємодіють з антитілами. Кожен тип клітини випромінює характерний сигнал, що дозволяє визначити, які маркери експресуються на поверхні клітин.
5. Аналіз даних:

· Результати аналізуються за допомогою спеціалізованих комп'ютерних програм. Це дозволяє класифікувати клітини за типами та виявити специфічні маркери, пов'язані з різними підтипами ГЛЛ. Наприклад, виявлення позитивної реакції на CD19 і CD34 може свідчити про В-лімфобластну лейкемію.

Імунофенотипічні дослідження забезпечують глибоке розуміння молекулярних механізмів, що лежать в основі ГЛЛ. Цей підхід:

1. Допомагає у класифікації захворювання: визначення специфічних маркерів дозволяє точно класифікувати підтипи ГЛЛ, що, в свою чергу, впливає на лікувальну тактику. Наприклад, пацієнти з певними генетичними аномаліями можуть отримувати специфічні терапії, що підвищують їх шанси на виживання.

2. Сприяє розробці таргетної терапії: розуміння молекулярних мішеней у клітинах лейкемії дозволяє дослідникам створювати нові ліки, які більш точно націлені на пухлинні клітини, мінімізуючи при цьому шкоду здоровим клітинам.

3. Покращує прогнозування: імунофенотипічні характеристики можуть бути використані для оцінки прогнозу захворювання. Дослідження показують, що певні маркери пов’язані з більш сприятливими чи несприятливими результатами лікування.

Таким чином, імунофенотипічні дослідження складають основу сучасної діагностики та лікування ГЛЛ і надають важливу інформацію для клінічної практики та наукових досліджень.
4. Молекулярно-генетичні дослідження

Молекулярно-генетичні дослідження дають змогу виявити внутрішньоклітинні генетичні аномалії, які важливі для діагностики та лікування ГЛЛ. Виявлення специфічних транслокацій, таких як t(12;21) і BCR-ABL, може допомогти визначити прогноз захворювання. Наприклад, наявність BCR-ABL, пов'язаного з хронічним мієлоїдним лейкозом, може вказувати на більш несприятливий прогноз для пацієнтів з ГЛЛ. Для виявлення цих відхилень використовують такі методи, як полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) і флуоресцентна гібридизація in situ (FISH). Вони мають високу чутливість і специфічність і дають змогу точно оцінити генетичний статус клітин. Це важливо не тільки для діагностики, а й для моніторингу рецидивів після лікування.
Процес виконання включає у себе:

1. Забір зразка:

· Для молекулярно-генетичних досліджень беруться зразки крові або кісткового мозку. Зразки необхідно обробити якомога швидше, щоб уникнути деградації ДНК чи РНК.

2. Екстракція ДНК або РНК:

· На цьому етапі використовуються хімічні реактиви, які розривають клітинні мембрани, дозволяючи витягти генетичний матеріал. Загалом використовуються такі методи, як фенол-хлороформна екстракція або методи на основі силікагелю, що забезпечує високу чистоту та якість зразка для подальших аналізів.

3. Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР):

· Приготування реакційної суміші: до екстрагованої ДНК додаються специфічні праймери, нуклеотиди та ДНК-полімераза. Праймери є короткими фрагментами ДНК, які націлюються на конкретні ділянки геному.

· Цикли ПЛР: ПЛР складається з трьох основних етапів: денатурації (розрив подвійної спіралі ДНК), андерінг (приєднання праймерів до цільових ділянок) та елонгації (синтез нових ланцюгів ДНК). Ці цикли повторюються 20-40 разів, в результаті чого отримується значна кількість копій цільового фрагмента.

· Аналіз продуктів ПЛР: Після завершення ПЛР результати оцінюються за допомогою електрофорезу в агарозному гелі. Це дозволяє візуалізувати фрагменти ДНК, щоб підтвердити наявність і розмір цільового продукту.
4. Секвенування:

· Використовується для детального аналізу геномних змін. Існують різні методи секвенування, зокрема Sanger-секвенування та секвенування нового покоління (NGS). Секвенатори автоматично читають послідовності нуклеотидів, що дозволяє виявити мутації або транслокації, які можуть впливати на прогноз захворювання.
5. Оцінка результатів:

· Отримані дані порівнюються з базами даних для ідентифікації специфічних мутацій або генетичних змін, що можуть впливати на прогноз і лікування. Наприклад, виявлення певних хромосомних аберацій, таких як BCR-ABL транслокація, може свідчити про специфічні підтипи ГЛЛ і вимагати адаптації терапії.
Молекулярно-генетичне дослідження – найважливіший компонент сучасної діагностики ГЛЛ, що дає змогу не тільки підтвердити діагноз, а й визначити показання до лікування та підвищити ймовірність успішної ремісії. Використання передових технологій, таких як секвенування наступного покоління, відкриває нові можливості для дослідження і лікування ГЛЛ і надає лікарям важливу інформацію для прийняття клінічних рішень.
Отож, кожен з цих методів відіграє критично важливу роль у діагностиці ГЛЛ, забезпечуючи точність і ефективність лікування. Зокрема, молекулярно-генетичні дослідження дозволяють не лише встановити діагноз, а й адаптувати терапію, що підвищує шанси на успішну ремісію. Використання таких технологій, як секвенування нового покоління, відкриває нові горизонти для дослідження та лікування ГЛЛ, оскільки дозволяє виявити нові мішені для терапії та прогнозувати перебіг захворювання на ранніх етапах.
3.2. Аналіз сучасних підходів до діагностикигострої мієлобластої лейкемії (ГМЛ)
Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ) – це агресивне гематологічне захворювання, що характеризується швидким накопиченням незрілих клітин мієлоїдного ряду, відомих як мієлобласти, у кістковому мозку та крові. Ці незрілі клітини зупиняються на ранньому етапі розвитку і не здатні виконувати функції зрілих клітин крові. Через це вони витісняють здорові клітини крові, що призводить до пригнічення нормального кровотворення, викликаючи анемію, інфекції та схильність до кровотеч.
І. Епідеміологія гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ)

Загальна захворюваність і розподіл за віком
Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ) є одним з найпоширеніших видів лейкемій у дорослих, особливо у людей похилого віку. За даними багатьох епідеміологічних досліджень, захворюваність на ГМЛ у дорослих становить приблизно 4-5 випадків на 100 000 населення на рік, але значно зростає з віком. Пік захворюваності припадає на вік після 60 років, коли ймовірність діагностування ГМЛ є значно вищою. Середній вік пацієнтів на момент встановлення діагнозу становить приблизно 68 років.
Захворюваність серед дітей
На відміну від гострої лімфоцитарної лейкемії (ГЛЛ), яка є найпоширенішим видом лейкемії у дітей, ГМЛ становить лише близько 15-20% всіх дитячих лейкемій. Захворюваність у дітей становить близько 7 випадків на мільйон на рік. Однак, незважаючи на те, що ГМЛ у дітей зустрічається рідше, вона залишається серйозною проблемою через високий рівень смертності та складність лікування.
Географічні та етнічні відмінності
Епідеміологія ГМЛ відрізняється у різних регіонах світу. Наприклад, вищий рівень захворюваності зафіксовано у розвинених країнах Північної Америки та Європи порівняно з Азією та Африкою. Деякі дослідження також свідчать про те, що етнічне походження може впливати на ризик захворювання на ГМЛ. У європейців захворюваність трохи вища, тоді як серед представників азіатського та африканського походження показники нижчі, хоча причинно-наслідкові зв’язки ще вивчаються.

Гендерні відмінності
ГМЛ дещо частіше зустрічається у чоловіків, ніж у жінок. Співвідношення статей становить приблизно 1,3:1. Це може бути пов'язано з відмінностями у факторах ризику, які частіше трапляються у чоловіків, таких як професійні фактори і вплив канцерогенів, але для визначення точних причин гендерних відмінностей необхідні подальші дослідження.
Екологічні та професійні фактори ризику
Фактори навколишнього середовища та професійні ризики відіграють важливу роль у розвитку ГМЛ. Відомо, що вплив бензолу, деяких пестицидів і радіації підвищує ризик розвитку ГМЛ, а ризик розвитку лейкемії підвищується у людей, які працюють в умовах тривалого впливу хімічних речовин, таких як нафтопереробна промисловість, фармацевтична промисловість і сільське господарство.
Генетичні фактори та сімейний анамнез
Ризик розвитку ГМЛ також підвищений у людей з певними генетичними синдромами, такими як синдром Дауна, синдром Блума та інші захворювання, пов'язані з хромосомними аномаліями; люди з сімейним анамнезом ГМЛ або інших видів раку також піддаються підвищеному ризику розвитку цього захворювання. Наявність генетичної схильності є фактором, що підвищує ймовірність розвитку ГМЛ, особливо в поєднанні з іншими факторами ризику.
Тенденції захворюваності та вплив сучасних методів лікування
Розвиток медичних технологій і вдосконалення методів лікування призвели до поступового зниження смертності від ГМЛ, проте загальна захворюваність залишається високою. Впровадження таргетної терапії та імунотерапії, а також розвиток трансплантації кісткового мозку покращили прогноз пацієнтів з ГМЛ, особливо у пацієнтів молодого та середнього віку. Епідеміологічні дані свідчать, що ГМЛ – складне і гетерогенне захворювання і що ризик розвитку хвороби залежить від багатьох чинників, включно з віком, статтю, етнічною приналежністю, генетичною схильністю та екологічним ризиком.
ІІ. Патогенез гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ)

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ) – це складне гематологічне захворювання, викликане накопиченням і неконтрольованою проліферацією незрілих мієлоїдних клітин, які називаються бластами. Патогенез ГМЛ ґрунтується на поєднанні генетичних і молекулярних аномалій, які призводять до порушень процесів проліферації, диференціювання, апоптозу і передачі сигналів.
1. Генетичні аномалії

Хромосомні транслокації та інші структурні зміни ГМЛ часто асоціються зі специфічними хромосомними транслокаціями, делеціями, інверсіями та ампліфікаціями. Наприклад, транслокація t(8;21) асоціюється з хорошою відповіддю на терапію, але інші аномалії, такі як inv(16) і t(15;17), також часто зустрічаються в підтипах ГМЛ. T(15;17) та інші аномалії є критичними, оскільки вони беруть участь у розвитку промієлоцитарного підтипу ГМЛ. промієлоцитарний підтип ГМЛ Промієлоцитарний підтип ГМЛ характеризується специфічними патологічними особливостями і специфічними методами лікування, такими як застосування АТРА (транс-ретиноєва кислота).
Мутації генів
Генетичні мутації відіграють важливу роль в етіології ГМЛ і стосуються генів, які регулюють проліферацію та диференціацію клітин. Наприклад, мутації в генах FLT3, NPM1, CEBPA і KIT мають прогностичне значення. Мутації в гені FLT3, який активує тирозинкінази, є одними з найпоширеніших мутацій і зустрічаються у 30% пацієнтів з ГМЛ. Мутації FLT3 стимулюють постійну активацію проліферативних шляхів і сприяють неконтрольованому росту лейкемічних клітин; мутації NPM1 також важливі і часто асоціюються з поліпшенням прогнозу, особливо у пацієнтів без інших значних цитогенетичних аномалій.
2. Порушення диференціації клітин

У нормальних умовах мієлоїдні клітини проходять різні стадії диференціювання: від стовбурових клітин до зрілих гранулоцитів; за ГМЛ мутації в генах, що регулюють цей процес, перешкоджають ранньому диференціюванню. Наприклад, генетичні мутації, що зачіпають RUNX1 або CEBPA, зупиняють диференціювання клітин і призводять до накопичення незрілих бластів у кістковому мозку. Дефекти диференціювання не тільки гальмують дозрівання клітин, а й сприяють їхній подальшій проліферації, внаслідок чого утворюється надмірна кількість атипових клітин, що заміщують нормальні гемопоетичні елементи.
3. Аномалії апоптозу

Апоптоз, тобто запрограмована загибель клітин, є важливим механізмом підтримки гомеостазу; в клітинах ГМЛ апоптоз порушений, тому лейкемічні клітини виживають тривалий час і накопичуються у великій кількості. Цьому сприяють мутації в генах, що регулюють апоптоз, таких як BCL2 і TP53. Надмірна експресія BCL2, зокрема, захищає клітини від апоптозу і сприяє їх виживанню та збільшенню в кістковому мозку і периферичній крові. Мутації в гені TP53, який регулює клітинний цикл і апоптоз, також можуть сприяти стійкості до апоптозу і підвищенню агресивності захворювання.
4. Порушення сигнальних шляхів

Порушення в сигнальних шляхах, таких як PI3K/ACT, MAPK/ERK і JAK/STAT, відіграють важливу роль у патогенезі ГМЛ. Ці шляхи в нормі регулюють ріст, виживання та проліферацію клітин. Мутації в генах FLT3 і KIT, що беруть участь у цих сигнальних шляхах, призводять до постійної активації проліферації. Наприклад, активовані мутації в гені FLT3 індукують шляхи PI3K/AKT і MAPK/ERK і стимулюють неконтрольовану бластну проліферацію; аномальна активація шляху JAK/STAT може бути викликана мутаціями в гені JAK2 та інших сигнальних молекулах, які також можуть порушувати клітинний цикл і сприяти стійкості до апоптозу.
5. Мікрооточення кісткового мозку

Кістковий мозок забезпечує мікросередовище, яке підтримує нормальний розвиток гемопоетичних клітин; за ГМЛ мікросередовище змінюється, створюючи умови, які сприяють виживанню лейкемічних клітин і пригнічують нормальні стовбурові клітини. До них належать порушення взаємодії між лейкемічними клітинами та мезенхімальними стромальними клітинами і зміна вивільнення цитокінів, чинників росту та компонентів позаклітинного матриксу. Лейкемічні клітини виділяють фактори, що пригнічують імунну відповідь, створюючи імуносупресивне середовище та ухиляючись від атаки імунної системи.
Роль PI3K/AKT, MAPK/ERK та JAK/STAT у патогенезі гостої мієлобластної лейкемії
Сигнальні шляхи PI3K/AКT, MAPK/ERK та JAK/STAT відіграють важливу роль у розвитку та прогресуванні гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ). Ці сигнальні шляхи беруть участь у регуляції клітинної проліферації, диференціації, апоптозу та виживання клітин, а їх дисфункція є одним з факторів, що сприяють злоякісності клітин. Порушення цих шляхів є поширеним явищем при різних типах раку, включаючи гострий мієлобластний лейкоз (ГМЛ). Розглянемо докладніше кожен з цих шляхів.
1. PI3K/AKT (Phosphatidylinositol-3-Kinase / ProteinKinaseB) шлях
Сигнальний шлях PI3K/AKT (фосфатидилінозитол-3-кіназа/AKT B) є одним з ключових механізмів, що регулює виживання, ріст і проліферацію клітин і відіграє центральну роль у патогенезі багатьох злоякісних захворювань, включаючи гострий мієлобластний лейкоз (ГМЛ).
Активація PI3K/AKT шляху

Шлях PI3K/AKT активується під час зв'язування зовнішніх факторів росту, таких як інсуліноподібні фактори росту (IGF) та епідермальні фактори росту, зі специфічними рецепторами на поверхні клітини. Зокрема, PI3K (фосфатидилінозитол-3-кіназа) фосфорилює фосфоліпіди в плазматичній мембрані та сигналізує про активацію AKT; AKT (також відома як протеїнкіназа B) транслокується в цитозоль і ядро, де взаємодіє з численними мішенями, що регулюють клітинні функції.
Функції AKT у виживанні та зростанні клітин

Активація АКТ запускає низку процесів, які запобігають апоптозу, підвищують метаболічну активність і стимулюють проліферацію. Одним з основних механізмів є пригнічення апоптозу через інактивацію білків, що сприяють апоптозу, таких як BAD і каспаза-9. Крім того, АКТ активує молекули, пов'язані з метаболізмом, включаючи mTOR (мішень рапаміцину у ссавців), що стимулює синтез білка і сприяє проліферації клітин. У нормі шлях PI3K/AKT бере участь у регуляції клітинного циклу і запобігає передчасному настанню апоптозу. Однак при лейкозах цей механізм призводить до неконтрольованої проліферації злоякісних клітин.
Роль PI3K/AKT шляху в ГМЛ

При гострій мієлобластній лейкемії активація шляху PI3K/ACT сприяє проліферації та виживанню лейкемічних клітин і знижує чутливість до механізмів спонтанної загибелі клітин. Це дозволяє злоякісним клітинам уникнути апоптозу і підвищує стійкість до хіміотерапії. Важливими мутаціями, що впливають на шлях PI3K/ACT при ГМЛ, є порушення генів PTEN і PIK3CA. PTEN є негативним регулятором PI3K, але інактивується мутаціями. У випадку з PIK3CA, мутації в цьому гені безпосередньо підвищують активність PI3K і сприяють росту лейкемічних клітин.
Перспективи таргетної терапії

Порушення регуляції шляху PI3K/AKT є привабливою мішенню для терапевтичного втручання; Інгібітори PI3K, AKT та mTOR вже вивчалися в клінічних дослідженнях і продемонстрували здатність знижувати активність цього шляху, відновлювати апоптоз та пригнічувати ріст лейкемічних клітин. Комбінації інгібіторів PI3K/AKT та традиційної хіміотерапії також досліджувалися як спосіб підвищення ефективності лікування ГМЛ завдяки здатності цих препаратів підвищувати чутливість лейкемічних клітин до індукції апоптозу. 
Таким чином, сигнальний шлях PI3K/AKT є важливим компонентом патогенезу ГМЛ і його таргетування є перспективним для розробки ефективних терапевтичних стратегій для пацієнтів з цим захворюванням.
2. MAPK/ERK Сигнальний Шлях

Сигнальний шлях MAPK/ERK (мітоген-активована протеїнкіназа/позаклітинна регульована кіназа) є одним з центральних механізмів, що регулюють ріст, диференціацію та виживання клітин. Його активація починається з взаємодії мітогенних факторів росту, таких як тромбоцитарний фактор росту (PDGF) і фактор росту фібробластів (FGF) з відповідними рецепторами на плазматичній мембрані. Цей сигнал запускає каскад кіназ, включаючи RAF, MEK і, зрештою, ERK (позаклітинну регуляторну кіназу).
Каскад активації та роль ERK у клітинному ядрі

Після активації ERK переміщуються в ядро, де впливають на експресію генів, що регулюють клітинний цикл, проліферацію і виживання клітин; ERK активують фактори транскрипції, які стимулюють експресію генів, що відповідають за фазу G1 клітинного циклу і сприяють поділу клітин. Такий вплив на ядерну активність означає, що MAPK/ERK є важливими для нормального розвитку і гомеостазу тканин, оскільки вони регулюють баланс між проліферацією і диференціюванням клітин.
Аномальна активація MAPK/ERK шляху в ГМЛ

При гострому мієлобластному лейкозі (ГМЛ) надмірна активація шляху MAPK/ERK сприяє нерегульованій проліферації лейкемічних клітин і пригнічує їх нормальну здатність до диференціювання. Це порушення дозволяє лейкемічним клітинам уникати апоптозу і продовжувати нерегульовану проліферацію. Однією з основних причин надмірної активації цього шляху є мутації в генах FLT3 і RAS.
· FLT3: Мутації у FLT3 (тирозинкіназному рецепторному факторі) належать до найпоширеніших аномалій при АМЛ, особливо внутрішньотандемна дуплікація (ITD). Такі мутації призводять до постійної активації MAPK/ERK-шляху, стимулюючи проліферацію і виживання клітин за відсутності чинників росту. 

· RAS: Мутації в RAS також пов'язані з надмірною активацією MAPK/ERK-шляху. Зокрема, мутації в генах NRAS і KRAS активують RAS, що призводить до постійної стимуляції каскаду RAF-MEK-ERK і зниження регуляції клітинної проліферації.
Таргетна терапія MAPK/ERK шляху
MAPK/ERK має важливе значення для прогресування ГМЛ і тому є мішенню для цілеспрямованої терапії. Інгібітори цього шляху можуть зменшити проліферацію лейкемічних клітин і відновити їхню чутливість до апоптозу. Зокрема, інгібітори MEK, які знижують активність ERK, довели свою ефективність у клінічних дослідженнях і мають потенціал для покращення виживаності хворих на ГМЛ при застосуванні в комбінації з іншими препаратами. Таким чином, сигнальний шлях MAPK/ERK є ключовим фактором проліферації та виживання лейкемічних клітин, а його дисрегуляція є однією з основних причин розвитку агресивного перебігу ГМЛ.
3. JAK/STAT Сигнальний Шлях
Шлях JAK/STAT (кіназа Януса/трансдуктор сигналу та активатор транскрипції)є важливим сигнальним шляхом, який відіграє ключову роль у регуляції імунних реакцій, виживання та проліферації клітин. Цей шлях активується у відповідь на зв'язування цитокінів зі специфічними рецепторами клітинної поверхні, що ініціює каскад молекулярних подій, які призводять до активації JAK-кіназ.
Механізм активації

Активація JAK відбувається в результаті димеризації рецепторів при зв'язуванні з цитокінами. Це призводить до автофосфорилювання JAK-кінази та фосфорилювання білків STAT. Фосфорильовані білки STAT димеризуються і транслокуються в ядро клітини, де активують експресію генів, що беруть участь у регуляції виживання, проліферації та імунної відповіді клітин Білки STAT беруть участь у регуляції імунних клітин, таких як Т- і В-лімфоцити, тому їх активація необхідна для підтримки гомеостазу імунної системи Білки STAT також беруть участь у регуляції імунних клітин, таких як Т- і В-лімфоцити.
Дисфункція JAK/STAT шляху в ГМЛ

При гострій мієлобластній лейкемії дисфункція шляху JAK/STAT спричинена мутаціями в генах, що кодують JAK-кінази, зокрема JAK2. Мутації в JAK2, такі як JAK2 V617F, призводять до конститутивної активації цього шляху, надаючи лейкемічним клітинам перевагу у виживанні та стійкість до апоптозу. Цей процес є важливим, оскільки підвищена активація шляху JAK/STAT асоціюється з агресивним перебігом захворювання та поганим прогнозом. 
Крім того, перевиробництво цитокінів може спричинити аномальну активацію JAK/STAT-шляху, що сприяє надмірній стимуляції рецепторів і подальшій активації JAK-кіназ. Це призводить до замкненого кола, в якому лейкемічні клітини постійно отримують сигнали до виживання, що призводить до необмеженої проліферації.
Таргетна терапія

Дисфункція шляху JAK/STAT є привабливою мішенню для таргетної терапії. Інгібітори JAK-кінази, такі як руксолітиніб, активно досліджуються для лікування хворих на ГМЛ. Ці препарати можуть знижувати активність шляху JAK/STAT, що призводить до зменшення проліферації лейкозних клітин і підвищеної чутливості до апоптозу. 
Таким чином, сигнальний шлях JAK/STAT є важливим компонентом у розвитку та прогресуванні ГМЛ, а його дисфункція відіграє важливу роль у забезпеченні виживання лейкемічних клітин. Розуміння механізмів, що регулюють цей шлях, може допомогти розробити нові терапевтичні стратегії та покращити прогноз пацієнтів з ГМЛ.
ІІІ. Клінічні прояви гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ)
Гостра мієлобластна лейкемія – це агресивне онкологічне захворювання, яке вражає кровотворну систему і призводить до підвищеного вироблення незрілих мієлобластів у кістковому мозку. Клінічні прояви захворювання варіюються, але зазвичай включають симптоми, пов'язані з порушеннями кровотворення, та специфічні симптоми, характерні для лейкемічних клітин.
Загальні симптоми:

· Слабкість і втома: анемія через знижену кількість еритроцитів є основною причиною загальної слабкості та втоми. Пацієнти часто скаржаться на втому навіть після легких фізичних навантажень. Дратівливість також є наслідком зниження рівня енергії.

· Лихоманка – поширений симптом, який може бути викликаний інфекційними ускладненнями або самою лейкемією. Ослаблена імунна система може зробити людину більш сприйнятливою до інфекцій, що може призвести до гарячкового стану.

· Пітливість: нічна пітливість, яка часто супроводжує лихоманку, є наслідком активної метаболічної діяльності лейкозних клітин і свідчить про прогресування хвороби.
Симптоми, пов’язані з тромбоцитопенією:
· Незначні синці та крововиливи: через тромбоцитопенію (низький рівень тромбоцитів) пацієнти з ГМЛ схильні до утворення синців і тривалих кровотеч, навіть від незначних травм. Носові кровотечі є поширеним явищем, а кровотеча з ясен також може бути дуже небезпечною при гінгівіті. 

· Кровотеча з ясен: часті кровотечі, особливо під час чищення зубів, можуть свідчити про серйозні проблеми з гемостазом через дефіцит тромбоцитів.

Симптоми, пов’язані з лейкопенією:

· Інфекційні ускладнення: Зі зменшенням кількості лейкоцитів знижується здатність боротися з інфекціями. У пацієнтів часто розвиваються серйозні інфекції, і вони потребують госпіталізації для інтенсивного лікування.

Специфічні клінічні прояви:

· Атипова лейкемічна інфільтрація: лейкозні клітини можуть накопичуватися в інших органах, таких як печінка та селезінка, викликаючи їх збільшення (гепатомегалія або спленомегалія). Лімфатичні вузли також можуть збільшуватися (лімфаденопатія).

· Біль у кістках та суглобах: накопичення мієлобластів у кістковому мозку може викликати біль у кістках і суглобах, що може вплинути на повсякденне життя. 

· Шкірні симптоми: у деяких пацієнтів можуть з'явитися шкірні висипання та синці внаслідок порушення згортання крові. Шкірні симптоми також можуть бути викликані інфекціями або алергічними реакціями на ліки.
Діагностичні симптоми:

· Лабораторні показники: важливими діагностичними критеріями є зниження рівня гемоглобіну, тромбоцитів і лейкоцитів, а також наявність аномальних клітин у периферичній крові або кістковому мозку, що виявляються за допомогою загального аналізу крові або біопсії кісткового мозку. Ці показники важливі для підтвердження діагнозу і для подальшого моніторингу стану пацієнта.
Клінічні прояви ГМЛ дуже різноманітні і можуть змінюватися в залежності від стадії захворювання, загального стану пацієнта та наявності супутніх захворювань. Своєчасна діагностика та відповідне лікування можуть значно покращити прогноз хворих на ГМЛ, тому важливо бути уважними до змін у фізичному стані та своєчасно звертатися за медичною допомогою. Рання діагностика та лікування значно підвищує шанси на успішне лікування та одужання.
IV. Лабораторна діагностика ГМЛ: морфологічні, цитохімічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження

Діагностика гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ) є багатофакторним процесом, що включає морфологічні, цитохімічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні методи дослідження. Ці підходи не тільки підтверджують наявність захворювання, але й дозволяють виявити специфічні особливості підтипу ГМЛ, що важливо для прогнозу та вибору лікування.
Морфологічні дослідження

Морфологічний аналіз є найпростішим першим етапом діагностики ГМЛ і базується на дослідженні мазків периферичної крові та кісткового мозку.
1. Виявлення патології:
· Наявність понад 20% бластів у периферичній крові або кістковому мозку є діагностичним критерієм ГМЛ (за критеріями ВООЗ).
· Специфічною ознакою є тільця Ауера в цитоплазмі бластів.

2. Диференціація підтипів:
· Морфологічний аналіз дозволяє ідентифікувати типи бластних клітин, такі як мієлобласти, монобласти, мегакаріоцити та еритробласти. Це важливо для визначення підтипів ГМЛ (наприклад, М2, М4, М5 за класифікацією FAB.
Переваги:
1. Швидкість отримання результатів: швидке дослідження мазків периферичної крові та кісткового мозку дозволяє швидко поставити початковий діагноз;

2. Простота та доступність: не потребує складного обладнання і може виконуватися в більшості гематологічних лабораторій;

3. Ранні стадії діагностики: морфологічне дослідження може виявити характерні ознаки ГМЛ, такі як бластні клітини, атипову форму ядер і наявність тілець Ауера.
4. Кількісна оцінка: можна оцінити частоту бластів у кістковому мозку (≥20% бластів у кістковому мозку або периферичній крові), що є важливим критерієм для діагностики ГМЛ.

5. Візуалізація атипії клітин:дозволяє безпосередньо спостерігати структурні зміни в ядрі, цитоплазмі та хроматині, що важливо для підтвердження діагнозу.

Недоліки:
1. Суб’єктивність оцінки:результати залежать від досвіду і кваліфікації цитолога. Відмінності в інтерпретації можуть призвести до помилок.

2. Обмежена діагностична точність: цей метод не дозволяє ідентифікувати генетичні або імунофенотипічні ознаки, важливі для повної класифікації підтипів ГМЛ.
3. Неможливість виявлення мінімальної залишкової хвороби (МЗХ): морфологічні тести недостатньо чутливі для виявлення невеликих популяцій лейкемічних клітин.
4. Неінформативність у деяких випадках: деякі підтипи ГМЛ не мають чітких морфологічних змін, що ускладнює діагностику без додаткових методів (цитохімічних, імунофенотипічних).
5. Відсутність прогностичної інформації:цей метод не може визначити конкретні мутації або транслокації, які впливають на прогноз або вибір лікування.
Цитохімічні дослідження

Цитохімія забезпечує додаткове підтвердження мієлоїдної природи бластних клітин і їх диференціації.
1. Ключові реакції:

· Мієлопероксидаза (МПО): позитивна реакція вказує на мієлобластну природу клітин.

· Судан чорний B: фарбує ліпіди в мієлобластах, доповнюючи реакцію МПО.

· Неспецифічна естераза: позитивна в монобластах, що характерно для ГМЛ з моноцитарною диференціацією (М4, М5).
Переваги:

1. Швидка ідентифікація підтипів ГМЛ без необхідності проведення складних молекулярно-генетичних досліджень. 

2. Простота застосування: цитохімічні методи, такі як забарвлення мієлопероксидазою та естеразою, відносно прості і не потребують складного обладнання. 

3. Швидкі результати: У багатьох випадках результати цитохімічних тестів можна отримати протягом декількох годин, що дозволяє швидко поставити попередній діагноз. 

4. Доступність: Стандартизований і доступний характер цього методу тестування робить його важливим для діагностики в умовах обмежених ресурсів. 

5. Визначення типу лейкемії: дозволяє диференціювати ГМЛ та гостру лімфобластну лейкемію (ГЛЛ) на основі реакції клітин на різні барвники (мієлопероксидазу, неспецифічні естерази тощо). 

6. Економічна ефективність: Порівняно з молекулярними методами, цитохімічні тести дешевші.

Недоліки:
1. Низька чутливість і специфічність: цитохімічний аналіз може бути негативним або невизначеним, особливо при недиференційованій ГМЛ, що ускладнює діагностику. 

2. Неможливість диференціювати підтипи: неможливо визначити конкретні генетичні або молекулярні підтипи ГМЛ, які важливі для прогнозу та вибору лікування. 

3. Відсутність прогностичної інформації: на відміну від молекулярно-генетичних методів, цитохімічні тести не дають інформації про мутації або хромосомні аномалії, які впливають на прогноз або ризик рецидиву. 

4. Залежить від якості зразка: мазки низької якості або невідповідні методи фарбування можуть дати помилкові результати. 

5. Не підходить для моніторингу МСК: чутливість цитохімічного аналізу недостатня для виявлення мікрозалишкової хвороби (МЗХ), що є важливим у сучасній терапії. 

6. Потребує високої кваліфікації: інтерпретація результатів цитохімічного аналізу вимагає досвіду і знань, що є бар'єром для менш кваліфікованих лабораторій.

Імунофенотипічні дослідження
Імунофенотипування за допомогою проточної цитофлуориметрії є основним методом ідентифікації антигенів на бластах або всередині них. Цей метод дозволяє точно визначити тип і походження лейкемічних клітин, що має вирішальне значення для діагностики, класифікації та вибору стратегії лікування ГМЛ.

Ключові маркери імунофенотипування:

1. Мієлоїдні маркери:

· CD13 і CD33: експресуються на поверхні мієлоїдних клітин і є маркерами мієлобластного походження.

· Мієлопероксидаза (MPO): виявляється в цитоплазмі клітин і свідчить про мієлоїдну диференціацію.

2.Маркери стовбурових клітин:

· CD34: є важливим маркером, що відображає наявність стовбурових або ранніх бластних клітин.

· HLA-DR: вказує на незрілість клітин і є ключовим у диференціації від більш зрілих форм.

3. Специфічні маркери для монобластів:

· CD14 і CD64: використовуються для діагностики монобластного підтипу ГМЛ, що важливо для його розмежування з іншими формами лейкемії.

Роль у діагностиці:

Визначення підтипів ГМЛ:
1. Імунофенотипування дозволяє чітко розрізнити підтипи ГМЛ, такі як:

· Мієлобластний підтип, який має характерну експресію CD13, CD33 і MPO.

· Монобластний підтип, який визначається за допомогою CD14 і CD64.

Ці деталі важливі для правильного вибору протоколу лікування.
2. Виявлення мінімальної залишкової хвороби (МЗХ):
· Проточна цитофлуориметрія може виявити навіть дуже малу кількість лейкозних клітин, що залишилися після лікування, і є важливим показником відповіді на лікування та ризику рецидиву. 
· Моніторинг динаміки: імунофенотипування можна використовувати на різних етапах лікування для оцінки відповіді на терапію, коригування схем лікування та прогнозування прогнозу.
Переваги проточної цитометрії:

1. Швидкість і точність: метод дає результати протягом декількох годин з високою точністю. 

2. Універсальність: можливість аналізу великої кількості антигенів одночасно збільшує діагностичну інформативність. 

3. Прогностична цінність: можна оцінити біологічні характеристики захворювання, що важливо для стратифікації ризику.
Недоліки:

1. Висока вартість: проточна цитофлуориметрія є дорогим методом порівняно з іншими. 

2. Залежить від навичок: для аналізу та інтерпретації результатів потрібен досвідчений персонал. 

3. У деяких випадках обмежений: мутації або зміни в лейкозних клітинах можуть призвести до видалення антигену, що ускладнює діагностику.
Молекулярно-генетичний аналіз виявляє аномалії, які впливають на прогноз і відповіді на лікування.

Молекулярно-генетичний аналіз є ключовим у виявленні генетичних змін, які впливають на прогноз і вибір лікування. Використовуються наступні підходи:
1. Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР):

· Виявлення специфічних транскриптів, наприклад, RUNX1-RUNX1T1 або PML-RARA.

2. FISH (флуоресцентна гібридизація in situ):

· Використовується для швидкого виявлення хромосомних аномалій, таких як inv(16) або t(8;21).

3. Секвенування нового покоління (NGS):

· Дозволяє ідентифікувати мутації в ключових генах, таких як FLT3, NPM1, CEBPA, які мають прогностичне значення.
Комплексна діагностика гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ) базується на інтеграції декількох взаємодоповнюючих методів, включаючи морфологічний, цитохімічний, імунофенотипічний та молекулярно-генетичний аналізи. Кожен з цих методів має специфічні цілі та переваги для уточнення діагнозу, визначення підтипів захворювання, стратифікації ризику та прогнозування відповіді на лікування.
4.Особливостіклініко-лабораторного обґрунтування
І. Важливість лабораторних методів для діагностики та прогнозування ГЛЛ та ГМЛ
Лабораторні методи складають основу діагностики та прогнозування гострої лейкемії та забезпечують точність у виявленні, класифікації та моніторингу захворювання. Ці методи дозволяють ідентифікувати підтипи лейкемії, що важливо для вибору правильного лікування для кожного окремого пацієнта і для прогнозування перебігу захворювання.
1. Морфологічні дослідження

Морфологічний аналіз мазків периферичної крові та кісткового мозку є фундаментальним і одним з перших етапів діагностики гострої лейкемії. Метод надає первинну інформацію про характер гемопоетичного ураження, оцінює кількість і якість бластів та їх морфологічні характеристики.
Значення:

1. Первинна оцінка стану кровотворної системи:

- Дозволяє швидко виявляти патологічні зміни, такі як наявність атипових бластів, порушення диференціювання лейкозних клітин, зменшення кількості тромбоцитів та еритроцитів. 
- Корисний для вимірювання кількісних показників крові (лейкоз, лейкемія, анемія, тромбоцитопенія).
2. Попередня диференціація захворювання:

- Аналіз морфології клітин дозволяє відрізнити ГЛЛ від ГМЛ на основі специфічних характеристик бластів.
3. Контроль динаміки лікування:
- Використовується для оцінки ефективності лікування та наявності залишкових бластів.
Особливості для гострої лімфобластної лейкемії (ГЛЛ)

Морфологічні характеристики лімфобластів:

a) Клітини невеликого розміру.

b) Високе ядерно-цитоплазматичне співвідношення.

c) Хроматин ядра дрібнозернистий, без чітких ядерець або з невеликими.

d) Цитоплазма бідна, переважно базофільна.
Роль морфології в підтипізації ГЛЛ:
a) Аналіз мазків дозволяє ідентифікувати лімфобластний характер клітин, але для точного визначення лінії диференціації (B- чи T-клітинна) потрібні додаткові методи, зокрема імунофенотипування.

Особливості для гострої мієлобластної лейкемії (ГМЛ)

Морфологічні характеристики мієлобластів:

b) Крупні клітини з вираженим ядром.

c) Хроматин ядра дрібнозернистий із чіткими ядерцями.

d) Наявність специфічних включень у цитоплазмі: ауерівські тільця (грануляції, характерні для мієлоїдної природи).

Роль морфології в підтипізації ГМЛ:
a) Морфологія дозволяє не лише підтвердити мієлоїдне походження, а й припустити певний підтип ГМЛ, наприклад:
b) Промієлоцитарний (характерний для транслокації t(15;17)).

c) Монобластний (клітини більші, з ознаками моноцитарної диференціації).

Переваги морфологічного аналізу:

1. Простота та швидкість виконання.

2. Доступність у більшості лабораторій.

3. Висока інформативність для початкової діагностики.

Недоліки морфологічного аналізу:

1. Суб'єктивність оцінки, яка залежить від кваліфікації лікаря-цитолога.

2. Неможливість точного визначення лінії походження яка залежить від кваліфікації лікаря-цитолога.
3. Обмежена прогностична цінність без підтвердження генетичних та імунофенотипічних характеристик.

Морфологічне дослідження залишається важливим методом у первинній діагностиці ГЛЛ і ГМЛ, швидко підтверджуючи наявність бластів і вказуючи на тип захворювання. Однак для підвищення діагностичної та прогностичної точності необхідне поєднання морфологічного аналізу з іншими методами (цитохімічними, імунофенотипічними, молекулярно-генетичними).

2. Цитохімічні методи
Цитохімічні методи є важливим компонентом діагностики гострих лейкемій і дозволяють специфічно ідентифікувати бластні клітини. Ці методи засновані на виявленні специфічних ферментів і метаболітів, які характеризують клітини різного походження. Це дозволяє диференціювати типи гострих лейкемій (ГЛЛ і ГМЛ), що має вирішальне значення для вибору стратегії лікування.
Значення:

1. Диференціація типів гострих лейкемій:

· Цитохімічні реакції дають змогу ідентифікувати лінію диференціювання бластних клітин (лімфоїдну чи мієлоїдну).

2. Підтвердження морфологічних даних:

· Доповнює морфологічний аналіз, додаючи специфічні маркери для точнішої діагностики.

3. Простота та швидкість виконання:
· Методи є доступними та швидкими для проведення в стандартних лабораторіях.

Особливості для ГЛЛ:
a) Негативна реакція на мієлопероксидазу: відсутність активності ферменту в лімфобластах підтверджує їхню лімфоїдну природу.

b) Негативна реакція на неспецифічну естеразу: підтверджує відсутність моноцитарної диференціації.

c) Додаткові методи: реакція на кислий фосфатазу іноді може бути корисною для уточнення підтипу ГЛЛ (наприклад, T-клітинної).

Особливості для ГМЛ:

A. Позитивна реакція на мієлопероксидазу (МПО):
· Свідчить про мієлоїдну природу клітин. Вираженість реакції залежить від підтипу ГМЛ:

· Висока активність характерна для мієлобластів.

· слабка або відсутня активність можлива у монобластах чи промієлоцитах.

В. Реакція на неспецифічну естеразу (НЕ):
· Позитивний результат є характерним для монобластного варіанту ГМЛ.
С. Додаткові реакції:
· Червоний колір при реакції на судан чорний підтверджує ліпідну природу гранул.

· Позитивна реакція на PAS (периодична кислота — реактив Шиффа) характерна для деяких підтипів.

Переваги цитохімічних методів:
1. Швидка дискримінація між ГЛЛ і ГМЛ: результати можуть бути отримані протягом декількох годин, що має вирішальне значення для початку лікування; 
2. Доступність: може бути виконаний у більшості лабораторій без необхідності використання дорогого обладнання;
3. Специфічність: дозволяє точно ідентифікувати характерні ферменти і речовини в бластах;
Недоліки цитохімічних методів:
1. Низька чутливість порівняно з молекулярно-генетичними методами: цитохімічні методи не можуть виявити невеликі залишкові ураження; 

2. Суб'єктивність інтерпретації: оцінка результатів залежить від кваліфікації лікаря, що може призвести до помилок;

3. Обмежена прогностична цінність: дані, отримані за допомогою цитохімічних тестів, якщо вони не доповнені іншими тестами (цитогенетичними або молекулярно-біологічними), мають обмежений вплив на визначення прогнозу.

Цитохімічні методи є важливим компонентом лабораторної діагностики ГЛЛ та ГМЛ. Вони дозволяють швидко та ефективно ідентифікувати серії диференціювання бластних клітин, що важливо для первинної діагностики та вибору лікування. Однак для найбільш точної діагностики та прогнозу їх необхідно поєднувати з іншими сучасними методами, такими як імунофенотипування та молекулярно-генетичний аналіз.
4.Молекулярно-генетичні методи
Молекулярно-генетичні методи є важливим компонентом сучасної діагностики та прогнозування гострої лейкемії (ГЛЛ та ГМЛ). Вони дозволяють виявити специфічні генетичні аномалії, що лежать в основі захворювання, і сприяють персоналізованій терапії.
Значення:

1. Ідентифікація специфічних мутацій і транслокацій:

· Молекулярні тести можуть виявити зміни, які неможливо виявити за допомогою стандартного цитогенетичного аналізу. До них відносяться транслокації, точкові мутації та делеції.

2. Прогностична цінність:
· Генетичні аномалії часто пов'язані з прогнозом захворювання, включаючи чутливість до лікування та ризик рецидиву.

3. Моніторинг залишкової хвороби:
· Чутливі методи, такі як ПЛР і NGS, використовуються для виявлення мікрозалишкових захворювань (MRD), що є важливим фактором, який визначає ефективність лікування.

Особливості для ГЛЛ:

a) Транслокація t(9;22) (BCR-ABL1): виявлення філадельфійської хромосоми за допомогою ПЛР є важливим діагностичним і прогностичним тестом. Філадельфійська хромосома асоціюється з поганим прогнозом, але інгібітори тирозинкінази, такі як іматиніб, можуть значно покращити результати.
b) Мутації в генах: інші генетичні аномалії, такі як транслокація t(12;21) (ETV6-RUNX1), асоціюються з кращим прогнозом.

Особливості для ГМЛ:
a) Мутація FLT3:Виявлення внутрішньотандемної дуплікації (FLT3-ITD) пов’язане з несприятливим прогнозом через високий ризик рецидиву.

b) Мутація NPM1:Часто асоціюється з кращим прогнозом, особливо за відсутності мутації FLT3.

c) Двомісні мутації CEBPA:Характеризуються сприятливим прогнозом і часто зустрічаються у пацієнтів з нормальним каріотипом.

Роль у прогнозуванні:

1. 1.Стратифікація ризиків:

a) Пацієнти з різними генетичними аномаліями розподіляються на групи високого, середнього або низького ризику. Наприклад:

· Високий ризик: FLT3-ITD (ГМЛ), t(9;22) (ГЛЛ).

· Низький ризик: NPM1 (ГМЛ), t(12;21) (ГЛЛ).

2. Моніторинг МЗХ:

a) ПЛР: Дозволяє виявляти транскрипти генів аномальних хромосомних злиттів, таких як BCR-ABL1.

b) NGS: Забезпечує високоточний аналіз залишкових мутацій, що впливають на прогноз рецидиву.

3. Вплив на вибір терапії:

a) Наявність мутацій впливає на рішення щодо включення таргетної терапії, трансплантації стовбурових клітин або інтенсивності хіміотерапії.

Молекулярно-генетичні методи мають фундаментальне значення в діагностиці, прогнозуванні та моніторингу ефективності лікування гострої лейкемії. Використання молекулярно-генетичних методів дозволяє підібрати індивідуальний підхід до лікування, підвищити терапевтичну ефективність та покращити результати лікування. Разом з іншими методами (морфологічними, цитохімічними та імунофенотипічними) вони формують сучасний підхід до ведення пацієнтів з ГЛЛ та ГМЛ.
5. Імунофенотипування
Імунофенотипування – сучасний і високоточний метод діагностики гострих лейкозів. Метод дозволяє розрізняти підтипи лейкозу, контролювати ефективність лікування та прогнозувати перебіг захворювання.
Значення:

1. Діагностична точність:імунофенотипування дозволяє точно ідентифікувати лейкемічні клітинні лінії (В-клітинні, Т-клітинні та мієлоїдні). Це дозволяє уточнити діагноз навіть тоді, коли морфологічні та цитохімічні методи не дають достатньої інформації.
2. Специфічні маркери для різних підтипів гострих лейкемій:
а) ГЛЛ (гостра лімфобластна лейкемія):

· B-клітинна лінія: CD19, CD20, CD10, TdT.

· T-клітинна лінія: CD3, CD7, CD4, CD8.

b) ГМЛ (гостра мієлобластна лейкемія):

· Мієлоїдні маркери: CD13, CD33, MPO.

· Маркери стовбурових клітин: CD34, HLA-DR.

· Маркери монобластів: CD14, CD64.

3.Ідентифікація атипових варіантів: імунофенотипування виявляє варіанти гострих лейкемій із змішаним фенотипом (Mixed Phenotypic Acute Leukemia, MPAL), які поєднують ознаки різних ліній клітинного походження.

Роль у прогнозуванні:

1. моніторинг мікрозалишкової хвороби (MЗХ): проточна цитометрія використовується для виявлення невеликих залишкових лейкемічних клітин після лікування. Це дає можливість:

· Ранньо виявляти рецидив.

· Оптимізувати терапію залежно від рівня МЗХ.

2. Прогностична значущість маркерів:

· Наявність або відсутність певних антигенів корелює з прогнозом. Наприклад:

· Експресія HLA-DR і CD34 у ГМЛ часто асоціюється з несприятливим прогнозом.

· Висока експресія CD19 у ГЛЛ може свідчити про позитивну відповідь на терапію.

3. Стратифікація пацієнтів за ризиками: пацієнти розподіляються за групами ризику, що дозволяє розробити персоналізовану терапевтичну стратегію.

Переваги методу:

1. Висока чутливість і специфічність.

2. Можливість дослідження клітин у режимі реального часу.

3. Використання багатопараметричного аналізу для визначення декількох антигенів одночасно.

Обмеження і недоліки:
1. Висока вартість і необхідність спеціалізованого обладнання (проточний цитометр).

2. Залежність від кваліфікації персоналу.

3. Ризик отримання помилкових результатів через технічні похибки (наприклад, недостатня підготовка зразків).
Імунофенотипування є важливим інструментом діагностики та прогнозування гострих лейкозів. Його використання дозволяє з високим ступенем точності ідентифікувати підтипи захворювання, контролювати відповідь на лікування та визначати ризик рецидиву. Імунофенотипування в поєднанні з іншими методами (морфологічними, цитохімічними та молекулярно-генетичними) є основою для персоналізованого підходу до лікування пацієнтів.

6. Біохімічні маркери
Біохімічні маркери є важливими інструментами для оцінки метаболічного статусу пацієнтів з гострою лімфобластною лейкемією (ГЛЛ) та гострою мієлобластною лейкемією (ГМЛ). Ці маркери надають інформацію про активність пухлини, потенційні ускладнення та відповідь на лікування.
Біохімічні маркери при ГЛЛ:
4. Лактатдегідрогеназа (ЛДГ):

1.1 Значення: підвищення свідчить про високу проліферативну активність бластних клітин та інтенсивний клітинний метаболізм.

1.2 Роль:

· ЛДГ використовується як маркер агресивності процесу.

· Збільшення може вказувати на поганий прогноз і необхідність більш інтенсивної терапії.

· Прогнозування: високий рівень асоціюється з підвищеним ризиком рецидиву.

2. Гіпоглікемія:

· Рідкісний, але можливий симптом, який може бути спричинений високою метаболічною активністю бластів, що споживають глюкозу.

Біохімічні маркери при ГМЛ:

1. Гіперурикемія:

1.1 Значення:

· Підвищення рівня сечової кислоти є наслідком масового розпаду бластних клітин, що характерно для синдрому лізису пухлини (СЛП).
1.2 Роль:

· Гіперурикемія є одним із ранніх біохімічних маркерів СЛП, що вимагає негайного втручання.

· Прогнозування: рівень сечової кислоти може слугувати індикатором ризику розвитку метаболічних ускладнень під час терапії.

2. Електролітний дисбаланс:

· Порушення рівнів калію, фосфору та кальцію вказує на СЛП.

· Гіперкаліємія може спричинити серйозні кардіальні ускладнення.

3. Підвищення креатиніну та сечовини:

· Свідчить про ниркову дисфункцію, спричинену навантаженням продуктами розпаду клітин або нефротоксичністю лікування.

4. ЛДГ:

· Як і при ГЛЛ, підвищення ЛДГ свідчить про інтенсивний клітинний метаболізм і може корелювати з прогностичними показниками.

Роль біохімічних маркерів у прогнозуванні:

1. Моніторинг ускладнень:

· Динаміка біохімічних маркерів дозволяє вчасно виявляти метаболічні порушення, такі як СЛП чи ниркова недостатність.

· Це дає змогу своєчасно коригувати терапевтичні заходи.

2. Прогноз ефективності терапії:

· Зниження рівня ЛДГ і нормалізація біохімічних показників після початку лікування свідчать про позитивну відповідь на терапію.

3. Стратифікація ризику:

· Біохімічні маркери, у поєднанні з іншими лабораторними даними, використовуються для класифікації пацієнтів за групами ризику, що є основою для розробки персоналізованого підходу до лікування.
Біохімічні маркери, такі як ЛДГ, рівень сечової кислоти та електролітів, є важливими інструментами в діагностиці, моніторингу та прогнозуванні ГЛЛ та ГМЛ, надаючи інформацію не тільки про активність захворювання, але й про можливі ускладнення, що дозволяє підібрати оптимальний підхід до лікування та покращити якість життя.
ІІ. Порівняння ГЛЛ та ГМЛ з точки зору клініко-лабораторних параметрів
Етіологія та патогенез:
Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· Зумовлена неконтрольованою проліферацією лімфобластів, зазвичай В- або Т-лінійних. Частіше зустрічається у дітей (80% випадків у дитячому віці).
· У дорослих найвища захворюваність припадає на старший вік, з гіршими прогнозами.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):
· Характеризується накопиченням мієлобластів із порушенням дозрівання.
· Найчастіше діагностується у дорослих, з піковою захворюваністю у віці 60–70 років.

Клінічні прояви:

Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):

1. Системні симптоми:лихоманка, слабкість, втрата ваги.

2. Інфекції:часті через нейтропенію.

3. Лімфаденопатія, гепатоспленомегалія:виражені у більшості пацієнтів.

4. Інфільтрація ЦНС:головний біль, судоми, нудота.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):

1. Системні симптоми:лихоманка, слабкість, анемія.

2. Інфекції:значна схильність до бактеріальних і грибкових ускладнень.

3. Гепатоспленомегалія:рідше виражена.

4. ДВЗ-синдром: часто при гострій промієлоцитарній лейкемії.

Гематологічні параметри:

Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
1. Анемія, тромбоцитопенія, нейтропенія, часто змінний лейкоцитоз.

2. Лімфобласти в периферичній крові у 90% випадків.

3. Особливість: Високе ядерно-цитоплазматичне співвідношення у лімфобластах.
Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):

1. Схожа на ГЛЛ анемія, тромбоцитопенія, змінний лейкоцитоз.

2. Мієлобласти в крові та кістковому мозку.

3. Особливість: Наявність ауерівських тілець, гранул у цитоплазмі.

Цитохімічні дослідження:
Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· Негативна реакція на мієлопероксидазу.

· Слабка активність неспецифічної естерази.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):

· Позитивна реакція на мієлопероксидазу, що підтверджує мієлоїдне походження.

· Неспецифічна естераза позитивна у монобластному підтипі.

Імунофенотипування:
Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· Маркери В-лінії: CD19, CD20, CD10.

· Маркери Т-лінії: CD3, CD7.

· TdT як маркер незрілих лімфобластів.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):
· Мієлоїдні маркери: CD13, CD33.

· Маркери стовбурових клітин: CD34, HLA-DR.

· Маркери монобластів: CD14, CD64.

Молекулярно-генетичні характеристики:

Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· Транслокації: t(9;22) (BCR-ABL1), t(12;21) (ETV6-RUNX1).

· Мутації: NOTCH1, IKZF1.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):
· Мутації: FLT3, NPM1, CEBPA.

· Транслокації: t(15;17) (PML-RARA), t(8;21), inv(16).

Біохімічні параметри:

Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· Підвищення ЛДГ як маркер високої проліферативної активності.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):
· Гіперурикемія, електролітні порушення, пов'язані з синдромом лізису пухлини.

Прогноз:
Гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ):
· У дітей виживаність досягає 90% завдяки сучасним терапевтичним підходам.

· У дорослих гірший прогноз, особливо за наявності філадельфійської хромосоми.

Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ):
· Загальна виживаність 40–50% у молодих пацієнтів.

· Мутація FLT3 пов'язана з гіршими результатами терапії.

Комплексна оцінка клініко-лабораторних показників дозволяє диференціювати ГЛЛ від ГМЛ, визначити підтипи захворювання та спрогнозувати перебіг хвороби. Поєднання морфологічних, цитохімічних, імунофенотипічних та молекулярно-генетичних методів забезпечує високоточну діагностику та персоналізований терапевтичний підхід.
5. Висновки
І. Основні висновки щодо діагностики та лікування гострих лейкозів
1. Діагностика гострих лейкемій
Діагностика гострих лейкемій базується на комплексному підході, що охоплює:

a. Морфологічні методи:мазки периферичної крові та кісткового мозку оцінюються для виявлення бластів та визначення їх морфологічних характеристик.
b. Цитохімічні методи: мієлопероксидаза та неспецифічні естерази використовуються, наприклад, для диференціації мієлобластів від лімфобластів.
c. Імунофенотипування: ідентифікація поверхневих і внутрішньоклітинних антигенів для точної класифікації підтипів лейкемій.
d. Молекулярно-генетичні дослідження: Виявлення специфічних мутацій і транслокацій (наприклад, BCR-ABL1, FLT3), що впливають на прогноз і вибір терапії.

e. Цитогенетичні дослідження: аналіз хромосомних аномалій, які мають прогностичне значення.

2. Лікування гострих лейкемій

Стратегії лікування залежать від типу лейкемії, вікової групи пацієнта та молекулярних характеристик пухлини.

a) Індукція ремісії:
· Хіміотерапія є основним методом для досягнення ремісії, спрямована на знищення бластних клітин. Використовуються протоколи, адаптовані до ГЛЛ або ГМЛ (наприклад, "7+3" для ГМЛ).

b) Консолідація ремісії:
· Після індукції проводиться консолідаційна терапія для запобігання рецидиву. Може включати інтенсивні курси хіміотерапії або трансплантацію гемопоетичних стовбурових клітин (ТГСК).

c) Цільова терапія:
· Використовується для пацієнтів із специфічними мутаціями (наприклад, інгібітори FLT3, іматиніб при BCR-ABL1).
d) Імунотерапія:
· Терапія CAR-T-клітинами або моноклональними антитілами (наприклад, бліназумаб для ГЛЛ).

e) Підтримувальна терапія:
· Тривала терапія для підтримання ремісії, особливо при ГЛЛ.

3. Прогностичні фактори:
· Прогноз ГЛЛ у дітей хороший завдяки високій чутливості до лікування, тоді як у дорослих прогноз менш сприятливий.

· Наявність або відсутність хромосомних аномалій при ГМЛ, а також мутації в FLT3 і NPM1 визначають індивідуальний ризик і впливають на вибір лікування.

· Рання оцінка мікроскопічної залишкової хвороби (MRD) є важливим показником ефективності лікування.
4. Персоналізація терапії:

· Новітні підходи зосереджені на персоналізованому лікуванні, заснованому на генетичних та імунофенотипічних особливостях захворювання.
5. Майбутні перспективи:

· Розробка нових таргетних препаратів, імунотерапії та молекулярної діагностики.

· Удосконалення методів моніторингу МЗХ для своєчасного виявлення рецидиву. 

· Використання комбінованих стратегій лікування для подовження тривалості життя пацієнтів.
Тому комплексний підхід до діагностики та лікування гострих лейкомій є запорукою досягнення тривалої ремісії та покращення якості життя пацієнтів.
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Тема магістерської роботи «Клініко-лабораторне обґрунтування лейкемій»
Актуальність сучасні підходів до лікування лейкемій , такі як інтенсивна хіміотерапія, трансплантація стовбурових клітин та імунотерапія, значно покращили результати для деяких пацієнтів. Однак, незважаючи на ці досягнення, летальність залишається високою, особливо в тих випадках, коли захворювання прогресує або рецидивує після початкового лікування Діагностика гострих лейкемій потребує комплексного підходу, який включає морфологічні, цитохімічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження. вдосконалення діагностичних методів є необхідним для точного визначення підтипу лейкемії та прогнозування відповіді на лікування, що дозволяє підібрати персоналізовану терапію для кожного пацієнта.

Здобувачем проведено  аналіз сучасних клінічних і лабораторних характеристик гострих лімфоцитарної (ГЛЛ) і мієлобластноїлейкемій (ГМЛ), а також оцінка їхнього значення для постановки діагнозу і прогнозування. Враховуючи важливість своєчасної та точної діагностики, робота спрямована на вивчення та обгрунтування нових підходів до діагностики лейкемій.

Робота складається із вступу, трьох розділів, висновків, списку використаних джерел.
Роботу оформлено згідно з державними стандартами та методичними вказівками. Відмічається відповідність до тематики та плану. Під час виконання магістерської роботи магістрант Рудюк А.С. закріпила комплекс теоретичних знань та практичних вмінь та навичок, необхідних для подальшої професійної діяльності (знання з лабораторної діагностики,навички роботи з літературою, вміння обробляти та інтерпретувати результати досліджень, узагальнювати отримані дані).

Здобувачка  проявила вміння самостійно формулювати і вирішувати завдання, цілеспрямованість, працелюбність та старанність. За актуальністю, обсягом наукових досліджень, практичною значущістю магістерська робота магістранта Рудюк Анастасії Сергіївни «Клініко-лабораторне обґрунтування лейкемій» відповідає вимогам, які висуваються до магістерських робіт, і може бути надана до захисту до Державної екзаменаційної комісії.
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Тема магістерської роботи «Клініко-лабораторне обґрунтування лейкемій»
Актуальність  теми

У цій роботі увага зосереджується на діагностиці гострих лейкемій, а саме на гострій лімфобластній лейкемії (ГЛЛ) та гострій мієлобластній лейкемії (ГМЛ). Дослідження цієї патології критично важливим через її стрімкий розвиток, необхідність швидкої діагностики та специфічного лікування. Сучасні підходи до діагностики гострих лейкемій включають широкий спектр лабораторних методів, що допомагають ідентифікувати тип захворювання, зокрема морфологічні, імунофенотипічні та молекулярно-генетичні дослідження, що є важливими для встановлення точного діагнозу та прогнозу для пацієнтів. Актуальність дослідження гострих лейкемій (ГЛ) обумовлена їх високою захворюваністю, особливо серед дітей і дорослих середнього віку, та значною летальністю. Гостра мієлобластна лейкемія (ГМЛ) та гостра лімфобластна лейкемія (ГЛЛ) складають основну частку випадків цих захворювань, причому ГЛЛ частіше зустрічається у дітей, тоді як ГМЛ є більш поширеною серед дорослих.

Теоретичний рівень роботи.

В роботі проаналізовано сучасні підходи до діагностики гострих лейкемій
Це завдання передбачало  аналіз різних методів діагностики, таких як морфологічні дослідження, цитохімічні реакції, імунофенотипування, цитогенетика та молекулярно-генетичні дослідження. Розвиток методів, що включають генетичне секвенування та аналіз мутацій, дозволяє більш точно визначати підтипи лейкемій та їх чутливість до лікування. Дослідження також охопило вдосконалені методи виявлення мінімальної залишкової хвороби, що критично важливо для оцінки ефективності терапії та попередження рецидивів. Проаналізовані клінічні та лабораторні прояви ГЛЛ і ГМЛ. Цей пункт був зосереджений на аналізі симптоматики та лабораторних змін, які характерні для обох підтипів лейкемій. 
Практична цінність висновків, рекомендацій та їх обґрунтованість

Здобувачем сформовані. принципи  порівняння діагностичних характеристик ГЛЛ та ГМЛ. Це завдання включало аналіз відмінностей у морфологічних, імунофенотипічних та молекулярно-генетичних ознаках між ГЛЛ та ГМЛ. Порівняння спрямоване на виявлення ключових діагностичних маркерів для кожної форми лейкемії, які можуть впливати на вибір терапевтичної стратегії та прогнозування результатів лікування. Результати роботи детально проаналізовані. Висновки логічно базуються на результатах дослідження. Мають практичну цінність. Відзначається логічна послідовність викладеного матеріалу
Загальнийвисновок і оцінкароботи

Здобувачка  проявила вміння самостійно формулювати і вирішувати завдання, цілеспрямованість, працелюбність та старанність. За актуальністю, обсягом наукових досліджень, практичною значущістю магістерська робота магістранта Рудюк Анастасії Сергіївни «Клініко-лабораторне обґрунтування лейкемій» відповідає вимогам, які висуваються до магістерських робіт, і може бути надана до захисту до Державної екзаменаційної комісії.
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